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論 文 内 容 要 旨
高血圧,心 不全,動 脈硬 化,高 コレス テ ロール血症,糖 尿病 等の病態で は,一 酸 化窒素(NO)の 産 生
低下 を伴った内皮細胞機能障害が 生 じる ことが知 られて いる。実験的 にNO合 成阻害薬で あるNω 一nitro-
L-arginlnemethylester(L-NAME)を ラ ッ トに継続 的に投与す る と,心 臓 にお いて ヒ トによ く似た動脈
硬化病変 が観察 され,こ の病理変化は アンジオテ ンシン変換酵素(ACE)阻 害薬 あるいはアンジオテ ンシ
ンH1型(AT1)受 容体 拮抗 薬投与 によ り抑制 され ることが報告 されて いる。本研究で は このNO合 成 阻
害 ラ ッ トモデル を用 い,心 血管 リモデ リング(血 管中膜肥 厚,線 維化および心肥大)の 発生機序 を解 明す
る ことを 目的 とし,ア ンジオテ ンシンH受 容体,特 にAT1受 容体 を介 したア ンジオテ ンシ ンHの 様 々な
作用 と リモデ リング との関連 について検 討 した。
L-NAME(100mg/kg/day)を 飲水投 与す ると,収 縮期血圧 は投与3日 目か ら上昇 し,4週 間後 まで
高血圧状態 が維 持 された。1251一[Sarl,Ile8]ア ンジオテンシ ンHの 結合飽和実験 か ら算 出 した左 心室の ア
ンジオテ ンシ ン ■受容体 数は,L-NAME投 与3か ら7日 目の早 期 にcon七rolに 比べ約2倍 に増加 し,心
血管 リモデ リングが成立す る4週 間後 にはcontro1レ ベル にまで戻 って いた。 ノーザ ンプ ロッ ト解析 によ
る左心室ATImRNAレ ベル の変化 も受容体数 の変化 と同様 の推移 を示 した。次 に:L-NAME投 与 による
AT1受 容体(mRNAお よび蛋 白)の 発現増加 の機 序 を解 明す るため,ヒ ドララジ ン(12mg/kg/day)
およびL一 アルギ ニ ン(8g/kg/day)のL-NAMEと の同時投 与を行 った。 その結果,ヒ ドララジ ンはL-
NAMEに よ る昇圧 作用 を抑制 したが,ア ンジオテ ンシンH受 容体 の発現増加 には影響 を及ぼ さなか った。
一方 ,L一 アルギニ ンは アンジオテ ンシンH受 容体の発現増加 を完 全 に抑制 した。 したが って,L-NAME
によるア ンジオテ ンシンH受 容体の発現増加 は,昇 圧では な くNO産 生抑制 による と考 え られ た。 また,
持続注入 によ り外 因性 にア ンジオテ ンシン■レベル を高 める と,ア ンジオ テンシンII受 容体数 は減 少 した。
NO合 成 阻害 モデルで は,組 織ACE活 性 がL-NAME投 与1週 目よ り上昇 して いるので,L-NAME4週
間投与時 に受容体 数が減少 して いた ことはACE活 性上昇 によるアンジオテ ンシ ンH産 生増大 の結果 であ
ると考 ネ られ た。 さ らに,ア ンジオテ ンシンH受 容体発現 の増加 が心血管 リモデ リング進展 に関与 してい
るか どうか を検 討す るた め,そ れぞれ心肥大 および線維化の指標 の1つ で ある,skeletalα 一actinお よび
TGF一 β1mRNA発 現 につ いてL-NAME投 与1週 間後 で検 討 した。その結果,ど ち らのmRNA発 現 も
増加 し,こ の変化 はAT1受 容体 拮抗薬であ るTCV-116(1mg/kg/day)の 同時投与 によ りほぼ完全 に抑
制 され た。 以上 の結果 か ら,NO合 成 阻害 によ り早期 か ら心 臓のAT1受 容体 発現が増加 す ること,さ ら
に,こ のAT1受 容 体 を介 したア ンジオテ ンシ ンHの 作用が心血管 リモデ リ.ング成立 に関与 してい る こと
が示唆 された。
免疫組織化 学的手法 を用 いて,L-NAME投 与 ラ ッ ト心臓 のAT1受 容体 の局在 を検討 した。AT1受 容
体の局在はcontrolで は冠血管 中膜平滑筋 層に認 め られ,L-NAME投 与早期では さらに冠血管周囲お よび
心筋 問質 の炎症 性細胞 浸潤部位 にも認 め られ た。 炎症性細胞 は免疫組織 化学 染色法 によ り,主 にマ クロ
ファー ジお よびマイ オフ ァイ ブ ロブラス トである ことが明 らか となった。そ こで,炎 症性細胞浸潤部位 に
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おけ るAT1受 容体 の発現 細胞 を同定す るため に,AT1抗 体 とマ クロファー ジ抗体,あ るいは α一smooth
muscleac七in抗 体(マ イオ ファイブ ロブ ラス トを認識)と の二重染色法 を行 った。 マイオフ ァイブ ロブ ラ
ス トにはAT1受 容体の発現が認め られたが,マ ク ロフ ァージにはAT1受 容体 発現 がほ とん ど認め られな
かった。 これ ら炎症性細胞浸潤部位はL-NAME投 与4週 間後 には消失 し,線 維化 に置 き換 わって いた。
また線維 化部位でのAT1受 容体発現 は認め られなか った。 したが って,増 加 したAT1受 容体 の少な くと
も一部はマイオフ ァイブ ロブ ラス トに発現 したAT1受 容体 である ことが示唆された。次 にL-NAME投 与
によ る炎症性 細胞浸 潤 および その部位 で のAT1受 容体 発現 の機序 を解 明す るため,ヒ ドラ ラジ ン(12
mg/kg/day),TCV-116(1mg/kg/day)お よびL.ア ルギニ ン(89/kg/day)のL-NAMEと の同時投
与 を行 った。そ の結果,ヒ ドラ ラジンは炎症性細胞浸潤 な らびにそ の部位で のアンジオテンシ ンH受 容体
発現 には影響 を及ぼ さなか った。一方,TCV-116(1mg/kg/day)'お よびL一 アルギニ ンは炎症性細胞 浸
潤 な らびにその部位 でのア ンジオテ ンシン1受 容体発現 を完全 に抑制 した。 したがって,L-NAMEに よ
る炎 症性変化 は,昇 圧 ではな くNO産 生抑制 に起 因す ると考 え られた。 また,ATユ 拮抗 薬 によ り炎症 性
細胞浸潤 が抑制 され た ことか ら,本 モデルではAT1受 容体 を介 して炎症性変化が 進展 す ることが示唆 さ
れ た。以 上の ことか ら,NO合 成 阻害 によ り,心 臓 のAT1受 容体発現 が増加 し,マ クロフ ァー ジお よび
マイオ ファイブ ロブラス トなどの炎症性細胞浸潤 に関与 して いる ことを示 した。AT1受 容体 を介 した細胞
浸潤が心臓 リモデ リングに深 く関与 して いる ことが示唆 され た。
アンジオテ ンシンH受 容体 は副腎 に高発現 し,ア ル ドステ ロン分泌 を調節 して いる。 アル ドス テロンは
心臓の線維化や肥大 に関与す る と考 え られ ている。 そ こで,NO合 成 阻害モデルが副腎の アンジオテンシ
ン■受容体 に影響 を及ぼ して いるか どうか を検 討 した。:L-NAME(100mg/kg/day)を1週 間飲水投与 す
ると,ノ ーザ ンプ ロッ ト解 析 によ る副 腎ATImRNA(ATIAお よびATIB)レ ベル は約1.8倍 に増加 した
が,AT2mRNAレ ベルは変化 しなか った6ま た,副 腎 アンジオテ ンシン ■受容体数 を1251一[Sar1,Ile8]
ア ンジオテ ンシンHの 結合飽和実験か ら算 出 した結果,AT1受 容体 数は約1.5倍 に増加 し,AT2受 容体 数
は変化 しなかった。次 にL-NAMEに よる昇圧がAT1受 容体(mRNAお よび蛋 白)の 発現増加 に関与 し
ているか どうか を検討 した。 αプ ロッカーで あるブナゾ シン(10mg/kg/day)のL-NAMEと の同時投
与 は昇圧作用 を抑制 したが,ア ンジオテ ンシンE受 容体 の発現増加 に億 影響 を及ぼ さなか った。 したが っ
て,L-NAMEに よ る副腎AT1受 容体 の発現増加は昇圧 によるものではないと考 え られた。 さ らに,副 腎
AT1受 容体の発現増加が血漿 アル ドステ ロン濃度 上昇 に関与 しているか どうかを検討 した。L-NAME投
与 によ り血漿 レニ ン活性 と血清ACE活 性 には変化がなか ったが,血 漿 アル ドステ ロン濃 度は約2倍 に増
加 した。 またブナゾシ ンの同時投与で も血漿アル ドステ ロン濃度 の増加 を認 めた。 これ らの結果か ら,L-
NAMEに よ る血漿 アル ドステ ロン濃度 の増加 は血圧 および循環 レニ ンーア ンジオテ ンシ ン系 に依存 しな,
い ことが示唆 された。以上 の結果,L-NAMEに よ るNO合 成阻害が副腎 のア ンジオテ ンシンH受 容体 増
加 とアル ドステ ロ ン濃度 上昇 を引き起 こす ことを示 した。L-NAMEに よる心肥大お よび線維化 成立 の機
序 の1つ として,こ の副腎のア ンジオテ ンシンH受 容体発現増加 を介 した アル ドステ ロン濃度上 昇が 関与
している可能性 が示唆 された。
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NOに よ るAT1受 容体数調節 の分子生物学的機構 を明 らか にす るた め,NOド ナー のAT1遺 伝子発現
に対する作用 を検討 した。 ノーザ ンプ ロッ ト解析 によ り,NOド ナーであるS-nitrosoace七ylDL-penici1-
lamine(SNAP)は 濃度依存 的(100-300μM)に,ま た時間依存 的(3-24時 間)にATImRNAを 減
少 させ た。 また,ア ンジオテ ンシンH受 容体数 を1251.[Sar1,Ile8]ア ンジオテ ンシンHの 結合飽和実験か
ら算出 した結果,SNAP(200μM)の24時 間刺 激は親和性 に影響 を及ぼ さず に,AT1受 容体数 を約40%
減 少 させた。次 にSNAPがATImRNAの 安 定性 に影響 して いるか どうか を検:討した。転写 阻害薬 のア
クチ ノマイシンD存 在下,SNAP(200μM)刺 激 によるATImRNAの 減 少は未刺激時 と同様 の推移 を
示 した。 さ らに,NOは グ アニ レー トサイ クラーゼ の活性化 を介 しcGMPを 上昇 させ る ことか ら,cGMP
のATImRNAに 対す る作用 を検 討 した。膜 透過性cGMPア ナログである8-bromo-cGMP(100-300μ
M)はATImRNAに 影 響 を及ぼ さなか った。SNAPのATImRNA発 現 抑制 の分子 生物学的機 序解 明
、のた め,AT1遺 伝子 のプロモータの欠失変 異体 のルシ フェラーゼ融合遺伝 子 をVSMCに 導入 し,ル .シフェ
ラーゼ活性 に対す るSNAP(200μM)の 作用 を検討 した。SNAPは 最短の コンス トラク ト(一61bp/25bp)
で もル シ フェ ラーゼ 活性 を抑 制 した。次 に 一61bp/25bpま で の領域 につ いてDNAプ ローブ を作製 し,
VSMCの 核抽 出液 を用 いて,ゲ ル シフ トア ッセイ を検討 した。未刺激 の細胞核蛋 白では2本 のバ ン ドが認
め られたが,SNAP(200μM)刺 激 した細胞核蛋 白ではバ ン ドが1本 しか認 め られ なかった。 以上の結果
か ら,NOド ナーで あるSNAPはcGMPを 介 さず,AT1遺 伝子 のプロモー タ(一61りp/25bp)に 結合す る
核蛋 白(転 写 因子)に 何 らかの影響 を及ぼ し,AT1遺 伝子 の発現 を抑制 して いる ことが示 唆され た。 この
ことはNO産 生低下時に馳AT1が 発現増加す る機序 の1つ と考 え られた。
本研 究 か ら,NO合 成 阻害 ラッ トモデ ルではAT1受 容体 数が増加す る こと,こ の局所 におけ るアンジ
オテ ンシ ン系の元進が動脈硬化病変の発生 に重要な役割 を果た して いることが示唆 された。 また,AT1受
容体 の発現増加 の機序 の1つ は,NOに よるAT1遺 伝子 の転写 レベルで の制御 であ るこ とを明 らか と し
た。NO合 成 阻害 ラッ トモデルの病態進展 の機序解 明は,動 脈硬化 および虚 血性 心疾患の治療 に大 き く寄
与す るもの と考 え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
1980年 に発見された血管内皮細胞由来の弛緩因子(EDRF)の 本体は,一 酸化窒素(NO)も しくはNO
をその中に含みそれを遊離 し得る化合物である。NOの 病態における役割も多 くのことが明らかにされ,
高血圧や冠動脈疾患では,NOの 産生低下を伴った内皮細胞機能障害が生じることが知 られている。他方,
局所で産生されたアンジオテンシン豆(AH)は 細胞増殖作用を発揮し,組 織再構築や動脈硬化,再 狭窄
などに深 く関与 している。本論文は,NO合 成阻害 ラットモデルを用い,心 血管 リモデ リング(血 管中膜
肥厚,線 維化および心肥大)の 発生機序を解明することを目的とし,AH受 容体の発現と役割について,
以下の新知見を明 らかにした。
1)NO合 成阻害によ り早期から心臓のアンジオテンシンHl型(AT1)受 容体の発現が増加すること,さ
らに,こ のAT1受 容体を介したAHの 作用が心血管 リモデリング成立に関与していることを示唆した。
2)免 疫組織化学的手法を用いて,L-NAME投 与 ラット心臓のAT1受 容体の局在を検討した結果か ら,
NO合 成阻害により,心 臓のAT1受 容体発現が増加 し,マ クロファージおよびマイオファイブロブラス
トなどの炎症性細胞浸潤に関与 していることを示 し,ATエ 受容体を介 した細胞浸潤が心臓 リモデ リングに
深く関与していることを明 らかにした。
3)L-NAMEに よるNO合 成阻害が,副 腎のAH受 容体増加と心臓のi線維化や肥大に関与すると考えら
れているアル ドステロン濃度上昇を引き起 こすことを示 した。L-NAMEに よる心肥大および線維化成立
の機序の一つとして,こ の副腎AH受 容体発現増加を介 したアル ドステロン濃度上昇が関与 している可能
性を提示した。
4)NOド ナーであるS-nitrosoacety1DL-penicillamineは,cGMPを 介 さず にAT1遺 伝子のプロモー
タ(一61bp/25bp)に 結合する核蛋白(転 写因子)に 何らかの影響を及ぼ し,AT1遺 伝子の発現を抑制して
いることを示唆した。このことはNO産 生低下時にAT正 が発現増加する機序の一つと考え られる。
ヒトでも,高 血圧,高 脂血症,糖 尿病,喫 煙,加 齢,閉 経といった因子はいずれも内皮機能低下という
共通の.プロセスを介 し,動 脈硬化や心血管疾患の進展に関与する。本研究で得 られた以上の知見は,NO
合成阻害による心血管 リモデ リング発生の機序解明に重要な情報を提供するものであり,動 脈硬化および
虚血性心疾患の治療薬開発にも大きく関与することが期待される。
よって,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文として合格 と認める。
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